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論 文 内 容 要 旨
[目的]
ヒ トや実験動物 の肝 および肝外組 織の細 胞内可溶性画分 に含 まれ る硫酸転移 酵素(ST)は,フ ェノ ー
ル性 もしくはアル コール性水酸基を有す るホルモ ン,神 経伝達物質お よび胆汁酸 な どの内因性基質 の代謝
および排泄 に関与 し,そ れ らの生体内 レベルの調節 に寄与 して いる。 さ らに は体外異物 や環境汚染物質 な
どの解毒 に関与す るのみな らず,あ る種の癌原性物質 や薬物の代謝 的活性化 にも関与 す ることが知 られて
お り,生 体 内の恒常性 を保っ うえで重要 な酵素 と考 え られて いる。STは 基質特異 性 が異 な る複 数 の分子
種 によ り構成 され,遺 伝子 フ ァミリーを形成 している ことが,近 年 の遺伝子工学技術 の向上 に伴 い明 らか
とな った。 これ ら複数の分子種 は,そ の ア ミノ酸配列 の相同性 より3種 の ファ ミリー(ST1,ST2お よ
びST3フ ァ ミリー)に 分類 され る。 それぞれ のフ ァミリーに属す る分子種 は,フ ェノール性水 酸基(ST
1フ ァミリー),ア ルコール性水酸基(ST2フ ァ ミリー)お よびア ミノ基(ST3フ ァ ミリー)の 硫 酸抱
合 を主 に触媒す る ことが現在 までにわか っている。
これ までの研究 か ら,3,3',5一 トリヨー ドサイロニ ン(T3)を 初 め とす る甲状腺 ホル モ ンは,ア リ
ルST分 子種 によ り硫酸抱 合 される と報告 されて いる。 この うちT3硫 酸抱合化 は5位 の脱 ヨー ド化反 応
によ る代謝分解過程 の律速段 階をっ かさどる重要 な反応 と考 え られて いる。T3は フェ ノール性水 酸基 を
有 す ることか ら,ST1フ ァ ミリーに属す る分子種 によりこの反応 は触媒 され る と予想 されて はいたが,
現在 までに ヒトお よび どの実験動物種 にお いて も特定 の分子種 の同定 はなされて いなか った。
そ こで本研究 で は,ヒ トおよび ラッ トにおける甲状腺 ホルモ ンST分 子種の同定を異種細 胞発現酵 素 を
用 いた解析 によ り行 った。(1)ラ ッ ト甲状腺 ホルモ ンST分 子種 の同定:T3の 硫酸抱合 が,ラ ッ トのST1
フ ァ ミリーに属 す るなどの分子種 によ って触媒 を受 けてい るのか を調べ るた めに,す で に当教 室で単 離 さ
れ た3種 の ラッ トST分 子種 を異 種細胞発現系 を用 いて発 現 した。 これ ら リコ ン ビナ ン ト酵素 を用 いて
T3の 硫酸抱合活性 にっいて速度論 的に解析 した。(2)ヒ トSTlB分 子 種(STlB2)cDNAの 単離 と酵
素化学 的性質:ラ ッ ト甲状腺 ホルモ ンST分 子種 の同定か ら得 られた知 見 によ り,T3に 対 す る硫酸 抱 合
活性 を有 す ると予想 され る ヒ トST分 子 種のcDNAを 単離 して,一 次 構造 を明 らか に した。 さ らに その
cDNAが コー ドす るタンパ クを異種細胞 に発現 させ,酵 素化学的特性 の検 討 を行 った。(3>ヒ ト甲状 腺 ホ
ルモ ンST分 子 種の同定:今 回得 られた ヒ トST分 子種 とを酵素化学 的に比較 した。 さ らに ヒ トにお け る
これ ら分子種 の肝 含量 をそれぞれの分子種 に対す る抗体を用 いた ウエス タンブロッ ト解析 によ り定量 し,
個 々の分子種の含量お よび ヒ ト肝可溶性画分 の個 々の基質 に対す る活性 との相 関性を比 較 し,ヒ ト加 伽o
における甲状腺 ホルモ ンST分 子種 の同定 を試みた。
[方法,結 果お よび考察]
(1)ラ ッ ト甲状腺 ホルモ ンST分 子種 の同定:す で に当教室で単離 され た ラッ トのST1フ ァ ミリー に
属す る分子種(STlA1,STlB1お よびSTlC1)の 酵素化学 的性質 を明 らか にす るた め,大 腸菌 発
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現系 を用 いて リコンビナ ン ト酵素 を発現 し,そ の特 性を比較検討 した。その結果,STlB1お よびSTlC1
はT3に 対 し高 い親和性(凡 値,44.4μM(STIB1);25.8μM(STIC1))お よび反 応 速度(K,。 、
、値,0.46min-1(STlB1);0.71min-1(STlC1))を 示、したが,STlA1に お いて はT3に 対 す る活
性 は非常 に低 く,そ のK,。、/鳳 値 と比べ3桁 もの差が あ った。 またSTIB1お よびSTIC1のT3に 対
す る&値 は,雄 性 ラッ ト肝可溶性 画分 における&値(48.0μM)と ほぼ一致 してい た。 さ らに,こ れ
ら分子種の肝での発現量をそれぞれに対応す る抗体を用いた ウエス タンブロ ッ ト法 により定量 した結 果,
STlB1に はその発現 に著 しい性差 は認 め られ なか ったが,STlC1の 発現量 は成熟雄 ラ ットで は雌 に対
し6倍 発現量が多 く,顕 著 な性差 が認 め られた。 以上 の結 果か らラッ トにお け るT3の 代 謝 に関与 す る
ST分 子種 はSTlB1お よびSTlC1で あ り,な かで もSTlB1は 性差 のな い常 在型 の酵 素 で あ る こと
が示 唆 された。
(2)ヒ トSTlB分 子種(STlB2)cDNAの 単 離 と酵素化 学 的性質:現 在 まで に,ヒ トにお け る
STlBお よびSTlC分 子種の存在 は確認 されていない。 そこで,T3に 対 す る硫 酸抱 合活 性 を有 す る と
予想 され る ヒトSTlBお よびSTlC分 子種のcDNAを 単離す るため,STlB1お よびSTlClcDNA
を プロー ブに用い,ヒ ト肝cDNAラ イブラ リーを スク リーニ ング した。その結 果,STlB1と 高 い相 同
性 を示 す クロー ンを得た。 しか しなが ら,STlC1に 高 い相 同性 を示ずcDNAは 得 られなか った。'なお,
STIBlcDNAと 相 同性 の高 い新規cDNAが コー ドす るSTをSTlB2の ア ミノ酸配列 を比較 した結果,
STlB1と74%,ま た,す でに報告 されて いる ヒ トST分 子種 のフェノールSTで あるSTlA2,STlA3
およびSTlA5と それぞれ53%,主 ス トロゲ ンSTで あ るSTlE4と50%,ヒ ドロキ シス テ ロイ ドST
であ るST2A3と36%の 相同性を示 した。次 に,STIB2mRNAお よび タ ンパ クが ヒ ト肝 に尭現 して
い るかを調 べ るために,ヒ ト肝mRNAを 用 いたRT-PCRお よび ヒ ト肝可溶性画分 にお け る抗STlB2
抗体 を用 いた ウエス タンブロット解析を行な った。 その結果,STlB2mRNAお よび タンパ クの存 在 が
ヒ ト肝 において認 め られた。STlB2の 酵素化学 的特性 を明 らか にす るために,大 腸菌発現系 を用 いてそ
の特性 をSTlB1と 比 較検討 した。 その結果,STlB2お よびSTlB1は,T3,p一 ニ トロ フェ ノール
(p-NP)お よび ドパ ミンに対 し硫酸抱合活性 を示 したが,ス テロイ ド骨 格を有 す るエス トラジオールおよ
びデ ヒ ドロエ ピア ン ドロステ ロン(DHEA)に は活性 を示 さなか った。 さらにSTlB2はSTlB1と 同
様 にT3に 対 し高 い親和性(瓦 値,46.2μM)お よび反応速度(κ 。、値,0.42min-1)を 示 した。 以上 の
結果か ら今回単離 した新規cDNA(STlB2cDNA)が コー ドす るたんぱ くは,STlB1と 共 にSTlB
サ ブフ ァ ミリーを構成す る分子種であ り,T3の 代謝 に関与 す るヒ トST分 子 種 であ る可 能性 が 示唆 され
た。
(3)ヒ ト甲状腺 ホルモ ンST分 子 種の同定:ヒ ト生体 内には複数 のST分 子種 が存在 し,し か も重 複 し
た基質特異性 を示す ことが明 らか とな っている。 そこで,STlB2が,ヒ ト生体 内において 実際 にT3の
代謝 に関与す る ヒ トST分 子種であ るかを明 らか にす るたあ,STlB2と す で に報告 されて い る ヒ トST
分子種(STlAaSTlA5,STlE4お よびST2A3)の リコンビナ ン ト酵素 の酵素 化学 的 性質 を比
較検:討 した。 その結果,STlB2の 電気泳動上で の移動度(32.5kDa)は 他 のSTと 異 な って お り,他 の
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STの 移動 度 は,STlA3(32.OkDa),STlA5(34.5kDa),STlE4(34.OkDa)お よ びST2A3
(35.OkDa)で あ った。次 に,こ れ ら分子種の基質特異性 を比較 したところ,P-NPに 対 して はSTlA3,
ドパ ミンに対 してはSTIA5,エ ス トラジオールに対 してはSTIE4,DHEAに 対 して はST2A3が
高 い親和性 を有 して いた。 また,熱 安定性 および2,6一 ジクロロー4一ニ トロフェノール(DCNP)に よ る
阻害実験 の結果か ら,STlB2は 熱 に安定 で,さ らにDCNPに よる阻害 がかか りに くい分 子種 で あ る こ
とが示 され た。 一方,T3に 対す る硫酸抱合活性 は,STlB2の みな らずST1フ ァ ミリーに属す る他 の3
分子種 に もその活性が認 め られ たが,T3に 対す る&値 はこれ ら4分 子種 のなかでSTlB2が 最 も低 く,
その値 は他 の分子種 と比 べ1～2桁 もの差があった。 しか し,STlB2の κ。、/&値(9。Omin『1・mM-1)
はSTlA3(1.8min-1・mM『1),STlA5(2.8min-1・inM-1)お よびSTlE4(8.2miガ1。mM皿1)
の κ,α、/&値 と比 べ1.1～5.1倍 程度 の差であ った。 そ こで,こ れ ら分子 種の タンパ ク含量 と肝可溶 性 画分
に よるT3に 対 す る硫酸抱 合活性 との間で の相関性 にっ いて検討 した。 その結果,STlB2の 肝 含量 と
T3に 対す る硫酸抱合活性 との間 に高 い相 関性(r=0.96)が 認 め られ,他 の3分 子種 はこれ らの間 に高 い
相 関性 が認 め られなか った(r〈0.70)。 以上 の研究結果か ら,STlB2は 酵 素 化学 的 に も他 の分 子種 と
性質 が異 な り,ヒ ト肝 におけるT3の 代謝 に関与 す る分子種であ ることが強 く示 唆 された。
[結論]
本研究 の リコンビナ ン ト酵素を用 いた速度論 的解析結果か ら,ラ ッ トにおけるT3の 代謝 に関与 す るア
リルST分 子種 は,STlB1お よびSTlC1で あ ることが明 らか となった。 そ こで,ヒ トにお け るT3の
代謝 に関与す るST分 子種のcDNAを 単離 す るために,STlB1お よびSTlClcDNAを プロー ブ に用
い,相 同性 の高 い新規STcDNAを ヒ ト肝cDNAラ イ ブラ リーより単離 す ることを試 み た。 そ の結 果,
ヒ トSTlCcDNAは 単離 で きなか ったが,STlB(STlB2)cDNAを 単離することがで きた。STlB2
は,そ のア ミノ酸配列 の相 同性 か らSTIB1と 共 にSTIBサ ブフ ァミリーを構成 す る分子種 で あ る こ と
が明 らかにな った。STlB2は 酵素化学的 にSTlB1と 同様 な性質 を保持 してお り,な か で もT3に 対 し
高 い活性 および親和性 を共通 に示 した。 さ らにSTIB2は 他 の ヒ トST分 子種 と比較 してT3に 対 し高 い
親和性 を示 し,STlB2肝 含量 とヒ ト肝可溶性画分 を用 いたT3に 対 す る硫酸抱合活性 との間 に高 い相 関
性が認 め られ た。 これ らのことよ り,STlB2は ヒ ト肝 にお けるT.3の 代謝 に関与 す るST分 子 種 で あ る
こと,お よび生体内で のそ の酵素 の重要 性が示唆 され た。
一24一
審 査 結 果 の 要 旨
本 研究 は,生 体 内 にお いて重要 なホルモ ンであるT3の 代謝 に関与 す るラッ トお よび ヒ トのST分 子種
の同定を 目標 と して行 われた。 まず ラッ トにおけるT3の 代謝 に関与 す るST分 子種 の同定 を試 み,ラ ッ
トア リルST分 子種(STlA1,STlB1,STlC1)を 大腸菌 に発現 して調べ た結果,STlB1お よび
STlC1がT3に 対 し高 い親和性 および反応速度 を示 し,STlA1の 活性は非常 に低いことが明 らか とな っ
た。 また,STlB1お よびSTlC1のT3に 対す る&値 は,雄 性 ラッ ト肝可溶 性画分 にお け る 魚 値 と
ほぼ一致 していた ことか らラッ トにお けるT3の 代謝 に関与す るST分 子種 はSTlB1お よびSTlC1で
あ り,な かで もSTlB1は 性差お よび年齢差の ない常在型 の酵素 であることが示 唆 された。次 いでT3の
硫酸抱合活性 を有 す ると考 え られる ヒ トST分 子種 のcDNAを 単離 するため,STlB1お よびSTlCl
cDNAを プローブに用いて ヒ ト肝cDNAラ イブラ リーをス ク リーニ ング した。STICIcDNAと 高 い相
同性 を示す クロー ンは得 られ なか ったが,STlBlcDNAと 高い相 同性 を示す クロー ンが 得 られ,そ の
cDNAの 全 塩基配 列の解 析を行 った。 この新 規cDNAが コー ドす るSTをSTlB2と 命名 した。STlB2
のア ミノ酸配列 はSTlB1と74%,他 のST1サ ブフ ァミリーに属 する分子種 と50%前 後,さ らに,ST2
ファ ミリーに属す る分子種 と35%前 後の相 同性 を示 したことか ら,STlB2はST1フ ァ ミリーに属 し,
さ らに,STlBサ ブファ ミリーに属 す る分子種 であることが明 らか とな った。 また,STlB2の 基質特異
性 は,STlB1と 非常 に類似 して いた ことか ら,STlB2は ヒ トにお け るSTlB1相 同分子 種 で あ る こ
とが 明 らか とな った。特 に,STIB2はSTIB1と 同様 にT3に 対 して高い親和性 および反応速度 を示 し
た ことか ら,ヒ トにおけるT3の 代謝 に関与す るST分 子種 であ ることが示唆 され た。
ヒ トのT3の 代謝 に関与す るST分 子種 を同定す るためSTlB2お よび現在 までに報告 されて い る ヒ ト
ST分 子種 の酵素化学 的性質 を リコンビナ ント酵素 を用 いて検討を行 った。 さ らに,こ れ ら分子 種 に対 す
る抗体 を用 い,各 々の分子種の肝含量 を定量 し,肝 可溶性 画分 におけ るT3硫 酸抱合活性 との相 関性 を比
較 したところ,こ の活性 はSTIB2の 肝含量 との間にのみ高い相関性を示 した。以上の結果か ら,STIB2
は,
、ヒ ト生体内 にお けうT3の 代謝 に関す るST分 子種 であ ること塑示唆 された。
T3は 硫酸抱合化 を受 ける ことによ り内環 の脱 ヨー ド化反応が促進 され,ホ ルモ ンが もっ生物 学 的活 性
を消失 す る。 すなわ ち,硫 酸抱合化 は この ホルモンの不可逆的 な不活性化 を導 く重要 な反応 であ ると考え
られてい る。 しか しなが らこの基質代謝 に関与 す るST分 子種 の同定 は現在 までに どの動物種 にお い て も
な されていなか った。本研究 によ り,ラ ッ トにお けるT3の 代謝 に関与 す るST分 子 種 は,STlB1お よ
びSTlC1で ある ことを示 した。 さ らに,ヒ トにおけるT3の 代謝 に関与す るST分 子種 はSTlB2で あ
ることを示 した。
以上 の内容 は博士論文 にふ さわ しい と判 断す る。
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